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Souhrn 
Fotodynamická terapie (PDT) je spojená s oxidaþním poškozením biomolekul, jejichž funkþní porucha je natolik 
významná, že vede k zániku buĖky. Z toho dĤvodu našla své uplatnČní v léþbČ Ĝady onkologických, kardiovaskulárních, 
kožních a oþních nemocí. Zánik bunČk po PDT probíhá procesem apoptózy anebo nekrózy, které provází aktivace 
rĤzných biomolekul. 
V pĜedkládané práci jsme se pomocí imunofluorescenþní metody ELISA zabývali detekcí kaspázy 3 a 9, poly ADP-
ribóza polymerázy (PARP) v jejich aktivních formách, a uvolnČním proapoptotického proteinu cytochromu c u bunČk
lidského melanomu, které byly vystaveny fotodynamické terapii.    
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Abstract  
IMMUNOFLUORESCENCE ANALYSIS OF PROAPOPTOTIC SIGNALING MOLECULES IN HUMAN MELANOMA 
CELLS AFTER PHOTODYNAMIC TREATMENT 
Photodynamic therapy (PDT) is connected with oxidative damage of biomolecules causing significant impairment of 
essential cellular functions that lead to cell death. It is the reason, why photodynamic therapy has also found its 
application in treatment of different oncological, cardiovascular, skin and eye diseases. The cell death after PDT is 
mediated by an apoptotic and/or necrotic process including activation of various biomolecules.  
In the presented study we have used immunofluorescence method to detect caspase 3 and 9, poly ADP-ribose 
polymerase (PARP) in their active forms, and release of the cytochrome c as the proapoptotic protein after 
photodynamic treatment of human melanoma cells. 
Keywords
apoptosis, photodynamic therapy, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
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Úvod 
Fotodynamická terapie (PDT) se v posledních letech 
stává alternativní metodou v léþbČ Ĝady onkologických, 
kardiovaskulárních, kožních a oþních nemocí. Jedná se 
o nový zpĤsob léþby, který využívá fotodynamicky ak-
tivních látek, tzv. sensitizerĤ, a úþinek svČtla k tvorbČ
reaktivních forem kyslíku.  
Zánik bunČk po PDT probíhá procesem apoptózy 
nebo nekrózy. Nekróza je forma bunČþné smrti, která 
nastává po výrazném poškození buĖky. PĤvodnČ se 
myslelo, že nekróza je neĜízený proces. Novodobé 
studie však ukazují, že existuje urþitá forma nekrózy, 
která je geneticky regulována [1]. Apoptóza je však 
buĖkou naprogramovaná Ĝízená smrt, pĜi které 
nedochází k masivnímu uvolnČní bunČþného obsahu do 
okolí a podporuje imunitní systém v boji proti 
patologicky zmČnČné tkáni. Apoptoticky zmČnČná tkáĖ
uvolĖuje do svého okolí velké množství þástí bunČþ-
ných struktur, cytokinĤ a Ĝadu prozánČtlivých faktorĤ,
které pak mohou nastartovat velmi žádanou specific-
kou imunitní odpovČć [2]. I když apoptotický proces 
mĤže být spuštČn tisíce rĤznými agens, v buĖce 
existuje pouze nČkolik signálních drah, které Ĝídí 
a vedou buĖku k jejímu zániku. Do dnešního dne bylo 
objeveno 14 specifických proteáz (kaspáz), které za 
normálních okolností jsou v buĖce pĜítomny v neaktiv-
ním stavu a k jejich aktivaci dochází pĤsobením pro-
apoptotických signálních molekul [3,4,5]. Nádorové 
buĖky jsou charakteristické nejenom svojí nekontrolo-
vatelnou proliferací, ale také neschopností anebo sníže-
nou schopností aktivovat apoptózu v dĤsledku urþité
poruchy v jejich signálních drahách [6,7]. Tedy kom-
plexní znalost úþinku PDT na nádorové buĖky, která 
by zahrnovala také zpĤsob a míru aktivace tČchto 
významných apoptotických proteáz vþetnČ jejich zná-
mých aktivátorĤ, by bezpochyby pĜispČla ke zvýšení 
úþinnosti této terapie. 
V pĜedešlé práci [8] jsme ukázali, že na buĖkách
lidského melanomu G361 v pĜítomnosti ftalocyanino-
vého sensitizeru dochází pĜi PDT k významné zmČnČ
mitochondriálního membránového potenciálu. Z toho 
dĤvodu jsme se zamČĜili na kaspázy, které jsou pĜímo 
anebo nepĜímo aktivovány pĜi mitochondriálním poš-
kození, konkrétnČ na kaspázu 9 a 3, dále proapopto-
tický mitochondriální protein cytochrom c, který se 
uvolĖuje do cytozolu buĖky, a jaderný protein poly 
ADP-ribóza polymeráza (PARP). Tato polymeráza je 
aktivována v eukaryotických buĖkách bezprostĜednČ po 
poškození jejich DNA [9]. U nádorových bunČk byla 
zjištČna dokonce zvýšená její exprese a aktivita [10]. 
Aktivní kaspáza 3 vstupuje do jádra, kde štČpí PARP, 
þímž tak zabrání opravČ poškozené DNA a buĖka
následnČ zmírá.  
Ke zjištČní aktivních a neaktivních kaspáz, uvolnČné-
ho (cytozolového) a mitochondriálního cytochromu c, 
a rozštČpené polymerázy PARP po PTD byla zvolena 
imunologická metoda ELISA. 
Materiál a metody 

Fotodynamická terapie 

1,5x106 bunČk bunČþné kultury lidského melanomu 
G361 bylo kultivováno v pĜítomnosti ftalocyaninového 
sensitizeru 50 PM ZnAlPcS2. Za 24 hodin byly buĖky 
osvČtleny þerveným svČtlem (660 nm se šíĜkou píku 
v polovinČ maxima 25 nm) po dobu 15 minut s celko-
vou vyzáĜenou hustotou energie 15 J/cm2. Kontrolními 
vzorky byly buĖky kultivováné bez sensitizeru a bez 
osvČtlení, bez sensitizeru a s osvČtlením, a se sensitize-
rem, ale bez následného osvČtlení.  
Imunologická analýza ELISA 
Primární protilátka proti cytochromu c (myší) byla 
zakoupena od firmy Invitrogen, ostatní (králiþí) pak od 
firmy Cell Signaling. Jako sekundární protilátky byly 
zvoleny fluorescenþní konjugáty Alexa Fluor 488 nm 
(protimyší) a Alexa Fluor 594 nm (protikráliþí).
Imunologická analýza byla provedena po 6 hodinách 
od ozáĜení. Pro analýzu kaspáz a PARP byly buĖky 
trypsinizovány (1 %, zastaveno 10% FSA), centrifugo-
vány pĜi 800 ot/min po dobu 5 min, solubilizovány 
v blokujícím fosfátovém pufru (PBS obsahující 5% 
normální kozí sérum a 0,3 % Triton X-100) a ponechá-
ny blokování ve speciálních 96 jamkových destiþkách 
firmy NUNC (NUNC-Immunoplate maxisorp) pĜi
pokojové teplotČ. Po 1 hodinČ byl blokující roztok 
odstranČn a pĜidány primární protilátky (1:200, v PBS 
pufru obsahující 1% BSA a 0,3 % Triton X-100). 
Navázání primárních protilátek probíhalo pĜi 4°C pĜes 
noc. Druhý den byly jamky promyty 3x PBS (s 5 
minutovou inkubací) a následnČ po dobu 2 hodin a za 
pokojové teploty byly vzorky inkubovány se sekun-
dárními protilátkami s navázaným fluorochromem 
(1:200, v PBS pufru obsahující 1% BSA a 0,3 % Triton 
X-100). Na závČr  byly jamky opČt 3x promyty a zmČ-
Ĝena fluorescence na readeru Synergy HT.  
Analýza cytochromu c v cytozolové  
a mitochondriální frakci  
Adherované buĖky byly na ledČ mechanicky seškra-
bány z povrchu Petriho misky a solubilizovány 
v 750 Pl ledovČ vychlazeného pufru (10 mM Tris-Cl, 
0,3 M sacharóza a koktail proteázových inhibitorĤ
(Sigma-Aldrich), pH 7,5). OdstĜedČním pĜi 10 000 
ot/min po dobu 45 minut byla získána cytozolová 
frakce. Pelet byl pak resuspendován v ledovČ vychlaze-
ném pufru (10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, koktail 
proteázových inhibitorĤ a 1% Triton X-100), sonifiko-
ván 3x 20 s na ledČ a stoþen pĜi 13 000 ot/min po dobu 
45 minut. Získaný supernatant byl využit pro analýzu 
mitochondriální frakce cytochromu c. ELISA cytochro-
mu byla provedena obdobnČ jako u výše popsané 
analýzy kaspáz a PARP, jen s tím rozdílem, že nebyl 
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použit detergent. Intenzita fluorescence byla mČĜena na 
spektrometru Tecan a pĜepoþtena na jednotku celkové-
ho proteinu v analyzovaném vzorku, který byl stanoven 
pomocí proteinového þinidla (BioRad). 
Výsledky

Analýza kaspáz a PARP  
V pĜípadČ analýzy kaspáz a PARP byla provedena 
v metodice Ĝada úprav. BČhem 6 nezávislých experi-
mentĤ byl zvýšen poþet bunČk pro vyšší výtČžek, byly 
použity speciální adsorpþní destiþky firmy NUNC, 
inhibitory proteáz, dále bylo redukováno množství 
detergentu ve snaze zvýšit adsorpci proteinu na povr-
chu jamky, prodlouženy þasy inkubace a také byla pro-
vedena solubilizace pomocí ultrazvuku. NicménČ veš-
keré snahy nepĜispČly k detekci analyzovaných protei-
nĤ. Fluorescenþní signál byl velice slabý a významnČ
se nelišil od pozadí (nespecificky navázaných sekun-
dárních protilátek, výsledky nejsou prezentovány). 
Analýza cytochromu c  
NejvČtší množství cytochromu c bylo zmČĜeno
v mitochondriální frakci u bunČk vystavených úþinku 
PDT. Oproti tomu se množství cytochromu c v cy-
tozolové frakci u tČchto bunČk významnČ nelišilo od 
kontrolních vzorkĤ (obr. 1).  
Obr. 1: Relativní množství cytochromu c stanovené-
ho pomocí ELISA metody, vyjádĜené jako relativní 
intenzita fluorescence navázaných sekundárních proti-
látek, která je vztažena na jednotku množství všech 
proteinĤ v analyzovaných vzorcích – cytozolová frakce 
(sloupce bez vybarvení), mitochondriální frakce (šedé 
sloupce). Analýza cytochromu c byla provedena na 
buĖkách G361 vystavených úþinku PDT. Zobrazená 
data reprezentují prĤmČrné hodnoty a smČrodatné 
odchylky ze 3 nezávislých mČĜení.
PĜi urþení množství cytochromu c byla intenzita 
fluorescence navázaných sekundárních protilátek vzta-
žena na jednotku celkového množství proteinĤ
v mČĜeném vzorku. PĜi tomto mČĜení jsme zjistili, že 
nejmenší koncentrace proteinĤ obsahují právČ vzorky 
mitochondriálních frakcí bunČk podrobených PDT 
(obr. 2). ZmČĜené menší množství proteinĤ v cytozo-
lové frakci u tČchto bunČk už nevykazovalo tak 
markantní rozdíl. Menší množství proteinĤ, a to jak 
v cytozolových frakcí, tak i v mitochondriálních frakcí, 
bylo zmČĜeno u bunČk vystavených úþinku samotného 
sensitizeru bez osvČtlení a také u bunČk osvČtlených 
þerveným svČtlem. 
Obr. 2: Celkové množství proteinĤ v analyzovaných 
vzorcích – cytozolová frakce (sloupce bez vybarvení), 
mitochondriální frakce (šedé sloupce). Analýza protei-
nĤ byla provedena na buĖkách G361 vystavených 
úþinku PDT. Zobrazená data reprezentují prĤmČrné
hodnoty a smČrodatné odchylky ze 3 nezávislých 
mČĜení. 
Diskuze
V pĜedložené práci jsme se zabývali imunologickou 
analýzou urþitých významných proapoptotických sig-
nálních molekul, které jsou aktivovány v buĖkách lid-
ského melanomu po aplikaci fotodynamické terapie. 
Pro analýzu kaspáz, PARP a cytochromu c bylo vyvi-
nuto nČkolik metod, využívající jak nespecifických, tak 
specifických znaþených protilátek [11,12,13]. Pro je-
jich kvantifikaci se hojnČ používá Western blot nebo 
ELISA metody, využívající sekundárních protilátek 
s navázanou kĜenovou peroxidázou, která pĜemČĖuje 
urþitý substrát (napĜ. luminol) na luminiscenþní pro-
dukt. Liu a kolektiv, kteĜí se zabývali detekcí PARP, 
dosáhli citlivosti u této metody 30 pg/ml [13]. Saunders  
a kolektiv pĜi kvantitativním mČĜení kaspázy 3 akti-
vované staurosporinem u bunČk T-lymfoblastové 
leukémie Jurkat získali pĜibližnČ stejných výsledkĤ,
pokud použili k její analýze imunoblot a nebo ELISA 
metodu, využívající streptavidin peroxidázy k detekci 
biotinylovaných protilátek (6,6 ng resp. 5,3 ng /106
bunČk) [14]. K detekci proteinĤ in situ se používá 
ELISA, kde na sekundární protilátky je navázán 
fluorochrom. My jsme použili tuto imunohistoche-
mickou metodu s fluorescenþními sekundárními proti-
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látkami k analýze kaspáz 3 a 9 a jaderného proteinu 
PARP. Avšak, jak ukazují naše výsledky, zdá se, že 
tato metoda není vhodná pro kvantitativní analýzu 
tČchto látek in vitro. Na druhou stranu je tĜeba se 
zmínit, že u nČkterých nádorových bunČk bylo zjištČno, 
že vykazují sníženou expresy a aktivitu tČchto poslĤ
bunČþné smrti [15,16] (Khavami, Kumar), jako napĜ.
u bunČk karcinomu prsu MCF7, které postrádají kas-
pázu 3 v dĤsledku genové mutace [17], což snižuje 
nebo dokonce samo osobČ znemožĖuje jejich analýzu. 
Avšak u námi studovaných bunČk G361 podobné 
zjištČní nebylo publikováno. Naopak pĜi studiu úþinku 
látek indol-3 octové kyseliny a kĜenové peroxidázy na 
buĖkách lidského melanomu G361 byl zmČĜen pomocí 
imunoblotu zvýšený nárĤst kaspázy 3 a 9 a také PARP 
[18].  
PĜi naší analýze cytochromu c jsme oþekávali jeho 
zvýšené uvolnČní do cytozolu u bunČk podrobených 
PDT. Bohužel, jak ukazují naše výsledky, relativnČ
nejvíce cytochromu c bylo nalezeno právČ v mitochon-
driích tČchto bunČk, pokud vyjádĜíme jeho množství na 
celkový obsah proteinĤ ve vzorku. To jsme uþinili 
z dĤvodu nutné korekce, neboĢ u kontrolních, volnČ
proliferujích bunČk je analyzované množství tČchto
látek vČtší než u poškozených bunČk vystavených PDT. 
Otázkou je, zda je tato korekce správná, neboĢ jiné 
proteiny mohou být z mitochodrií uvolĖovány mnohem 
snáz než cytochrom c a umČle tak zvýšit jeho relativní 
množství. To potvrzují i výsledky zobrazené v grafu na 
obr. þ. 2, které zĜetelnČ ukazují na významné poškození 
mitochondrií po PDT. V mitochondriální frakci tČchto 
bunČk byla zmČĜena nejnižší hodnota celkového množ-
ství proteinĤ.
ZávĢr 
Na základČ získaných výsledkĤ a pĜihlédnutím k me-
todice usuzujeme, že ELISA, využívající fluorochrom 
konjugovaný na sekundární protilátky, není vhodnou 
metodou pro analýzu námi studovaných proapopto-
tických proteinĤ. Jednak pro jejich špatné adsorpþní 
vlastnosti a malé celkové množství. Urþitý podíl nese 
i nízká citlivost pĜístroje, který byl použit k mČĜení
intenzity fluorescenþního signálu. Analýza bunČþných 
pochodĤ na molekulární úrovni pĜi PDT je nezbytnČ
nutná, avšak se domníváme, že je potĜeba zvolit jinou 
mnohonásobnČ výnosnČjší metodu než je ELISA, jako 
napĜíklad Western blot. Ta je sice mnohem pracnČjší, 
ale postrádá nČkolikanásobné vymývání lehce adhero-
vaných, relativnČ malých, proteinĤ, a tím možných 
ztrát pĜi jejich analýze.   
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